









RNA 干渉 (RNA interference, RNAi) は､ 標的遺
伝子と相同な配列を有するセンス RNAとアンチセンス
RNA からなる二本鎖 RNA (double-strand RNA,
dsRNA) を細胞内に導入すると､ 標的の遺伝子の転写
産物 (mRNA) の相同部分を切断し､ 分解する現象で
ある｡ 細胞内に導入された長鎖の二本鎖 RNAは､ 細胞
質で Dicerとよばれる RNAヌクレアーゼにより 21~23
塩基の small interfering RNA (siRNA) に分解され､





















転移がんは､ がんができた部位 (原発腫瘍) から他の
臓器に転移することで発症する｡ がんの転移先は､ 脳､
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れてきた (図 1, 表 1)6-21)｡ 例えば､ 負電荷ポリマーと
しては､ コンドロイチン硫酸6-11)､ ヒアルロン酸12, 16-20)､
ポリ-L-グルタミン酸7, 9, 12-15, 21)､ ペクチン12)､ アルギン酸
12) などが､ 正電荷ポリマーとしてはキトサン8, 18-21)､ ポ
リアミドアミン(PAMAM)6-17)､ ポリ-L-アルギニン11, 12)､






コンドロイチン硫酸やポリ-L-グルタミン酸 (図 4) な
どを用いて負電荷ポリマー被覆リポプレックスを調製し､
赤血球との相互作用を抑制できるか検討した｡
Proc. Hoshi Univ. No.58, 2016
― 86 ―




マウス尾静脈内投与後の siRNAの分布､ (C) は負電荷ポリマー
投与後に正電荷リポプレックスを尾静脈内投与した時の
siRNAの分布を示す｡ 灰色の領域は､ 投与後に siRNAが集積
する組織を示す｡
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Cy5.5標識 siRNAを用いて調製した正電荷リポプレックス
をマウスに静脈内､ 腹腔内､ 筋肉内投与した｡ 投与 1時間後に
各臓器を摘出し､ ex vivo imaging (A) または凍結切片にお
ける蛍光観察 (B) により siRNAの分布・局在を調べた｡ B
におけるスケールバーは､ 1,000μmを示す｡
正 電 荷 リ ポ ソ ー ム は ､ 1,2-dioleoyl-3-
trimethylammonium-propane methyl sulfate
(DOTAP) とコレステロール (Chol) (図 5) を用いて
薄膜法により調製した｡ 調製したリポソームの粒子径は､
約 100 nm､ ζ電位は約 50 mVであった｡ 正電荷リポ
ソームに対して siRNAを荷電比 (-/+) が 1/4となるよ
うに混合し､ 正電荷リポプレックスを調製したところ､
正電荷リポプレックスの粒子径は､ 約 250 nm､ ζ電位
は約 40 mVとなった｡ 負電荷ポリマー被覆リポプレッ
クスの調製は､ 負電荷ポリマーに含まれる硫酸基やカル
ボキシ基に由来する負電荷の総数に対する正電荷リポソー
ムに含まれる正電荷脂質 (DOTAP) の分子数の比 (荷
電比) (-/+) が､ 0.5､ 1､ 1.5､ 2､ 2.5となるように混合
して調製した (図 1)｡ 負電荷ポリマーとしては､ コン
ドロイチン硫酸 C (CS-C) とポリ -L-グルタミン酸
(PGA) (図 4) を用いた｡ その結果､ CS-Cを用いた場
合は荷電比 (-/+) が 1/1以上で､ PGAを用いた場合は
荷電比 (-/+) が 1.5/1以上で負電荷を有するリポプレッ
クスとなった (図 6) 23)｡ そのため､ 以後の実験では､
CS-C被覆リポプレックスは荷電比 (-/+) が 1/1となる















sulfate salt, Chol; cholesterol.
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正電荷リポプレックスは､ siRNAに含まれるリン酸基の数
と正電荷リポソームに含まれる DOTAPのモル比 (荷電比) (-
/+) が 1/4となるように混合して調製した｡ その後､ 負電荷ポ
リマーに含まれる硫酸基とカルボキシ基の総数に対する正電荷
リポソームに含まれる DOTAPの分子数の比 (モル比) を荷電


















時間後の siRNAのマウス生体内分布を調べた (図 8)｡
まず､ siRNA溶液をマウスに尾静脈内投与したとこ
ろ､ 主に腎臓において siRNAの集積が観察された (図
8)｡ これは siRNAの分子量が約 14,000と小さいこと
から､ 糸球体からろ過されたものと考えられた｡ 一方､
正電荷リポプレックスを尾静脈内投与したところ､




れた｡ 一方､ CS-C被覆リポプレックスおよび PGA被
覆リポプレックスを尾静脈内投与すると､ siRNAの肺
での集積は観察されず､ 主に肝臓で siRNAの集積が観
察された (図 8)｡ 負電荷を有するリポプレックスは､
血液中で血液成分と凝集しないために肺の毛細血管で捕
捉されず､ 最終的に肝臓に集積したものと考えられた








(荷電比 (-/+)) がリポプレックスの物性 (粒子径や表
面電位など) に影響を与えることから正確な荷電比





















いかと考えた (図 2 C)｡ そこで､ 負電荷ポリマーとし
て 1 mgの CS-Cまたは PGAをマウスに尾静脈内投与
し､ その 1分後に正電荷リポプレックスを尾静脈内投









また､ siRNA､ 正電荷リポソーム､ 負電荷ポリマー
それぞれを別々に投与したところ､ 血液中で siRNAは
正電荷リポソームと相互作用できず､ ほとんど腎臓排泄
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正電荷リポプレックスは､ Cy5.5標識 siRNAを用いて調製
した｡ CS-Cまたは PGAを用いて負電荷ポリマー被覆リポプ
レックスを調製し､ マウスに尾静脈内投与した｡ また､ 負電荷
ポリマーと正電荷リポプレックスの連続投与においては､ CS-
Cまたは PGA投与 1分後に正電荷リポプレックスを投与した｡
投与 1時間後に臓器を摘出し､ 各臓器における siRNAの分布




荷ポリマーとして､ コンドロイチン硫酸 A (CS-A)､ ヒ
アルロン酸 (HA)､ フコイダン､ ポリアスパラギン酸
(PAA) を用いた (図 4)｡ CS-Cと CS-Aは 2単糖あた
り硫酸基とカルボキシ基が 1つずつ､ HAは 2単糖あた
りカルボキシ基が 1つ､ フコイダンは 5単糖あたり硫




CS-A､ PGA､ PAAの投与においては主に肝臓に (一部
リポプレックスから遊離した siRNAが腎臓に)､ また､
HAやフコイダンにおいては肺に､ siRNAの集積が観
察された (図 9)｡ HAに関しては､ 分子量 7.5, 17, 215,
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Cy5.5標識 siRNAを用いて正電荷リポプレックスを調製した｡ 各負電荷ポリマー投与 1分後に正電荷リポプレックスを投与し











(GOT) 値の血中濃度の上昇､ 一過的な脾臓の肥大､ 血
清中の TNFαなどの炎症性サイトカイン濃度の上昇な
どの副作用が観察された (データ未掲載) 29)｡ 一方､ CS-
Cと正電荷リポプレックスの連続投与においては､ 一過
的な脾臓の重量の増加が認められたものの､ 他に副作用
は認められなかった (データ未掲載) 29)｡ 正電荷リポソー
ムの組成に用いられている DOTAPは炎症を惹起する
ことから､ 免疫療法においてアジュバンドとして用いら















その結果､ 1 mgまたは 10 mgの CS-Cをマウスに皮下
または筋肉内投与 1分後または 10分後に正電荷リポプ
レックスを投与しても､ 効率よく肝臓に siRNAを送達
できることが判った (図 10) 28)｡ そのため､ CS-C静脈
内投与､ 筋肉内投与､ 皮下投与後のマウス血中濃度を測
定した｡ CS-Cの血中濃度は､ 静脈内投与>筋肉内投与>
皮下投与の順で高くなり (表 2) 28)､ 血液中に少なくと
も 10~20μg/mLの CSが存在する時に正電荷リポプレッ
クスを投与すると､ 効率的に肝臓に siRNAを送達でき
ることが判った｡ ヒトにおいては､ 200 mgの CSを健
常人に筋肉内投与した場合､ 最高血中濃度が 11.9μg/m




















正電荷リポプレックスは､ Cy5.5標識 siRNAを用いて調製した｡ CS-Cを静脈内､ 筋肉内､ 皮下投与 1分または 10分後に正電













または PGA とルシフェラーゼ遺伝子に対する siRNA
(Luc siRNA) を用いて調製した正電荷リポプレックス
を連続投与したところ､ コントロール siRNA (Cont
siRNA) 投与群と比較して高いルシフェラーゼ活性の







protein kinase N3 (PKN3) に対する siRNA のリポ
ソーム製剤 (Atu027) が､ 肺転移がんなどの転移モデ
ルマウスに対して尾静脈内投与によりがんの転移を抑制











相加・相乗効果は見られなかった (図 12A) 33)｡ 一方､
MCF-7 転移がんにおいては､ PKN3 siRNA 単独投与
では抗腫瘍効果は観察されなかったものの､ DXR と
PKN3 siRNAの併用群においては､ 高い抗腫瘍効果が
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MDA-MB-231細胞 (A) またはMCF-7細胞 (B) をマウス
脾臓内注射し､ 肝転移がんモデルマウスを作製した｡ 正電荷リ
ポプレックスは､ Cont siRNAまたは PKN3 siRNAを用いて
調製した｡ 肝転移がんに対する siRNAの導入は､ 1 mg CS-C
静脈内投与 1分後に正電荷リポプレックスを投与することで行っ
た｡ MDA-MB-231肝転移モデルマウスにおいては､ 移植後 32
日目に 3 mg/kgで DXRを投与し､ その 1 時間後に siRNAを
投与した｡ さらに移植後 34､ 36､ 38日目に siRNAを投与し､
移植後 40日目にがんが転移した肝臓を摘出して重量を測定し
た｡ また､ MCF-7肝転移モデルマウスにおいては､ 移植後 8
日目に 3 mg/kgで DXRを投与し､ その 1 時間後に siRNAを










Cont siRNAまたは Luc siRNAを用いて調製した｡ 移植後 10､
11､ 12日目に CS-C (A) または PGA (B) 投与 1分後に正電
荷リポプレックスを投与した｡ 移植後 14日目にがんが転移し
た肝臓を摘出し､ ルシフェラーゼ活性を測定した｡ *p<0.05.
PKN3 発現の有無によらず PKN3 siRNA 単独または
DXRとの併用により抗腫瘍効果が得られたのは､ 連続
























薬品 (ALN-VSP02) が国外で臨床試験されている｡ 一








本研究は､ 星薬科大学 医薬品化学研究所 創剤構築
研究室において得られた研究成果である｡
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Development of siRNA therapy for liver-metastasized tumor by
sequential injection of anionic polymer and siRNA lipoplex
Yoshiyuki HATTORI
Department of Drug Delivery Research, Hoshi University
We developed novel siRNA transfer method to the liver by sequential intravenous injection of anionic polymer and
cationic liposome/siRNA complex (cationic lipoplex). When cationic lipoplex was intravenously injected into mice, the ac-
cumulation of siRNA was mainly observed in the lungs. In contrast, when cationic lipoplex was intravenously injected
at 1 min after intravenous injection of chondroitin sulfate C (CS), siRNA was accumulated in the liver. Furthermore,
when cationic lipoplex was intravenously injected into mice bearing liver metastasis of human breast tumor MCF-7 at
1 min after intravenous injection of CS, siRNA was accumulated in tumor-metastasized liver. In terms of a gene silenc-
ing effect, sequential injections of CS plus cationic lipoplex of luciferase siRNA could reduce luciferase activity in liver
MCF-7-Luc metastasis. Moreover, sequential injections of CS plus cationic lipoplex of protein kinase N3 (PKN3) siRNA
could suppress tumor growth in the mice bearing liver metastasis. From these findings, sequential injection of CS and
cationic lipoplex of siRNA might be a novel systemic method of delivering siRNA to liver metastasis.
